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【 摘要 】 


m er EEAE 


上 月 更 


种 皮肤 - 黏膜 慢性 炎症 性 疾病 。 因 其 病 


因 不 明 ， 


^ BAR”, RAub', dp, ARI, REO 


w 


许多 患者 治疗 效果 欠 佳 ， 严 重 


响 生 活 质量 ， 有 必要 深入 研究 扁平 蔡 功 的 发 病 机 制 ， 为 其 药物 篆 选 提供 新 半点。 目的 ”探讨 二 甲 双 肢 通过 NLRP3 炎 


症 小 体 通 路 对 皮肤 角质 形成 细胞 增殖 和 凋 亡 的 调控 作 / 
j 质 形成 细胞 株 HaCaT 为 研究 对 象 ， 分 为 4 


人 永生 化 


Jo 方法 ”实验 时 间 为 2020 年 1 月 一 2023 ^F 12 月 
H: 对 照 组 、 脂 多 糖 (LPS) 4 


。 体 外 实验 以 
H (5 mg/mL), —HUGUJKZH (Met 


2H: 10 mmol/L) , LPS 5j ÓCHOSUIUDE 2H. (LPS+Met 组: LPS 5 p g/mL 刺激 2 后 ， 再 给 予 二 甲 双 肛 10 mmol/L 处 理 ) 。 


每 组 10 


体内 实验 以 BALB/e 小 鼠 为 研究 对 象 ， 利 用 咪 唆 莫 特 涂抹 小 鼠 
乳癌 进行 治疗 ,将 小 鼠 随机 分 为 3 组 : XRH, DRESIH CI 
j 只 ; 对 照 组 小 鼠 于 背部 涂抹 凡士林 ，IMQ ZUPBUI 
软膏 12 h 后 再 涂抹 二 甲 双 县 乳 膏 ; 1 次 /4， 连 续 7 
HaCaT 细 胞 增殖 和 凋 亡 的 影响 ; 采用 Western Blot 、 酶 联 免疫 吸附 实验 (ELISA ) 和 半 


EISE: 


HH 
MQ 组 , KERR- EIU E 
FIBI IRIRE RRE, IMQ+Met 组 小 鼠 于 背部 涂抹 IMQ 
d。 采 用 细胞 增殖 试剂 盒 (CCK-8 ) 和 流 式 细 胞 术 检 测 二 甲 双 肌 对 
光 氮 酸 天 冬 氮 酸 和 蛋白酶 1( Caspase-1 ) 


BEC S Y BUR 


ARERR, JE T S EP U 
(IMQ+Met £H ) , 


活性 实验 检测 二 甲 双 且 处 理 HaCaT 细胞 后 NLRP3 炎症 小 体 通路 的 蛋白 表达 情况 及 活性 水 平 ， 最 后 采用 皮肤 组 织 切片 
ARS - BHZL CHE ) 染色 和 免疫 组 化 检测 二 甲 双 且 对 味 唆 莫 特 诱导 银 习 病 小 鼠 皮 炎 的 抗 炎 效 果 。 结 果 ”CCK-8 实验 


结果 显示 : LPS 组 、Met 组 、LPS+Met 组 HaCaT 4 
率 高 于 LPS 组 (P«0.05) 。 流 式 细胞 术 结果 显示 : 
于 对 照 组 ,而 LPS+Met 组 HaCaT 细胞 48 h G2/M 1 


HHE 48 h 存活 率 均 低 于 对 照 组 ， 而 LPS+Met 组 HaCaT 细胞 48 h 存活 
LPS 组 、Met 组 HaCaT 细胞 48 h G2/M 期 细胞 、 细 胞 凋 亡 比例 均 高 
细胞 、 细 胞 凋 亡 比例 低 于 LPS 组 (P<0.05 ) 。Western blot 结果 显示 : 


LPS 组 、Met 组 HaCaT 细 胞 NOD 样 受 体 和 蛋白 3( NLRP3 ) 炎 症 小 体 通路 Caspase-1 p40, Caspase-1 p20, 白介素 (IL)-1B 、 


IL-18 蛋白 表达 均 高 于 对 照 组 ， 而 LPS+Met 组 HaCaT 细胞 NLRP3 炎症 小 体 通 
P<0.05 ) 。ELISA 实验 结果 显示 : LPS 组 、Met 组 HaCaT 细胞 NLRP3 炎症 小 体 通 
路 IL-1B 、IL-18 水 平 、Caspase-1 相对 活性 均 高 了 
RF LPS 组 (P«0.05) 。 皮 肤 组 织 切片 HE 染色 显示 : 
ZR: IMQ-4Met 组 小 鼠 则 显著 降低 了 NLRP3、 Caspase-1、IL-1B 


1B. IL-18 和 蛋白 表达 低 于 LPS 组 


IL-18 水 平 Caspase-1 相对 活性 
明显 改善 了 咪唑 葛 特 对 皮肤 的 损 


害 。 免 疫 组 化 结果 


FI IL-18 的 表达 。 结 论 。 甲 双 肽 通过 NLRP3 炎症 小 体 通 路 双向 调节 皮肤 角质 形成 细 


英 特 诱导 的 银 悄 病 样 小 鼠 的 皮肤 损害 ， 
【关键 词 】 二 甲 双 肽 ; NLRP3 炎症 小 体 ; HaCaT 细胞 ; 4i 
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F 对 照 组 ， 而 LPS-Met 组 HaCaT 细胞 NLRP3 炎症 小 体 通路 IL-1 B 、 


IMQ+Met 组 小 鼠 二 甲 双 肌 涂抹 


胞 的 增殖 和 凋 亡 ， 并 能 够 改善 咪 唆 


于 治疗 扁平 蔡 葡 提供 理论 依据 。 
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[ Abstract] Background Lichen planus is a chronic inflammatory disease of the skin and mucosa. Due to its unknown 
etiology, many patients have poor treatment effect, which seriously affects the quality of life. It is necessary to further study 
the pathogenesis of lichen planus to provide a new target for drug screening. Objective To investigate the effects of metformin 
on keratinocyte proliferation and apoptosis through NLRP3 inflammasome pathway. Methods Experiment period: January 
2020 to December 2023. In vitro experiment, human immortalized keratinocytes ( HaCaT ) were divided into 4 groups: control 
group, lipopolysaccharide group ( LPS group: Sn g/mL) , metformin group ( Met group: lOmmol/L) , LPS combined 
with metformin group ( LPS+Met group: metformin was treated with 10mmol/L after LPS 5 p g/mL stimulation for 2 hours ) . 
In vivo experiments, BALB/c mice were used as research objects to induce psoriatic dermatitis model by applying imiquimod 
on the back skin, and metformin cream was prepared for treatment. The mice were randomly divided into 3 groups: control 
group, imiquimod group ( IMQ group) , and imiquimod plus metformin group ( IMQ+Met group ) . Each group has 10 mice. 
Mice in the control group were smeared with petroleum jelly on the back, mice in the IMQ group were smeared with imiquimod 
ointment on the back, mice in the IMQ+Met group were smeared with metformin cream after 12 h of IMQ ointment. Once a day 
for seven consecutive days. Cell counting kit-8 ( CCK-8 ) and flow cytometry were used to detect the effects of metformin on 
the proliferation and apoptosis of HaCaT cells. Western Blot, enzyme-linked immunosorbent assay ( ELISA ) and Caspase-1 
activity assay were used to detect the expression and activity of NOD-like receptor protein 3 ( NLRP3 ) inflammasome pathway 
protein in HaCaT cells treated with metformin. Finally, hematoxylin-eosin ( HE ) staining and immunohistochemistry were used 
to detect the anti-inflammatory effect of metformin on imiquimod-induced psoriatic dermatitis in mice. Results The results 
of CCK-8 experiment showed that the 48 h survival rate of HaCaT cells in LPS, Met and LPS+Met groups were lower than that 
in control group, while the 48 h survival rate of HaCaT cells in LPS+Met group was higher than that in LPS group ( P«0.05 ) . 
Flow cytometry results indicated that the proportions of G2/M phase and apoptosis of HaCaT cells at 48 h in LPS and Met groups 
were higher than those in control group, while the proportion of G2/M phase and apoptosis of HaCaT cells at 48 h in LPS+Met 
group were lower than those in LPS group ( P«0.05 ) . Western Blot results demonstrated that the expression of Caspase-1 p40, 
Caspase-1 p20, interleukin ( IL) -1 and IL-18 proteins in NLRP3 inflammasome pathway of HaCaT cells in LPS and Met 
groups were higher than those in control group. The expression of Caspase-1 p40, Caspase-1 p20, IL-1 8 and IL-18 of HaCaT 
cells in LPS+Met group were lower than those in LPS group ( P«0.05 ) . ELISA results showed that the levels of IL-1 , IL-18 
and relative activity of Caspase-1 in NLRP3 inflammasome pathway of HaCaT cells in LPS and Met groups were higher than those 
in control group. The levels of IL-1 B , IL-18 and relative activity of Caspase-1 of HaCaT cells in LPS+Met group were lower 
than those in LPS group ( P«0.05 ) . Metformin application in IMQ--Met group significantly improved the imiquimod skin damage 
observed by HE staining. Immunohistochemical results reported that the expressions of NLRP3, Caspase-1, IL-1 B and IL-18 
were significantly decreased in IMQ+Met group. Conclusion Metformin bidirectional regulates the proliferation and apoptosis 
of skin keratinocytes through the NLRP3 inflammasome pathway, and can improve the skin damage induced by imiquimod in 
psoriasis mice, which is expected to provide a theoretical basis for the clinical use of metformin in the treatment of lichen planus. 

[ Key words ] Metformin; NLRP3 inflammasome; HaCaT cells; Cell proliferation; Cell apoptosis; Lichen planus; 


Psoriasis; Mice 


m E PE lichen planus, LP) 主要 表现 为 紫色 、 的 治疗 方法 效果 从 佳 ， 严重 影响 了 患者 的 生活 质量 :31 
多 角形 、 扁 平 的 斑 丘 疙 ， 伴 瘙痒 或 无 自觉 证 状 ， 多 发 生 有 研究 表明 角质 形成 细胞 的 凋 亡 、 分 泌 的 细胞 因子 
于 口腔 黏膜 和 四 肢 、 躯 干 皮肤 ， 口 腔 LP 患 病 率 高 于 皮 及 其 与 下 细 胞 的 相互 作用 等 参与 LP 的 发 病 '“ 。 近 年 来 
肤 LP， 还 可 累及 外 阴 黏 膜 、 掌 路 部 、 指 ( 趾 ) 甲 等 特 WRM LP 患者 易 出 现 系 统 性 红斑 狼疮 、 白 癜 风 、 斑 秃 、 
丈 部 位 ， 可 致 廉 Rh EREN, WRAAE, 部 。 ”心血 管 疾病 等 合并 证 “7” 。 而 且 ，LP 患者 中 肥胖 di 
分 病例 有 恶变 倾向 。 因 其 病因 尚 不 完全 清楚 ， 现 有  ” 脂 异 常 、 糖 尿 病 等 更 常见 '"” 。 二 甲 双 肽 是 治疗 2 型 糖 


(GP maneg TTE 


尿 病 的 一 线 药 物 ， 尤 其 适用 于 肥胖 人 群 。 近 来 研究 发 现 
二 甲 双 县 具有 非常 广泛 的 药理 作用 ， 能 够 发 挥 抗 肿瘤 、 
抗 雄 激素 、 抗 炎 等 效应 种] ， 在 治疗 竣 疮 、 黑 环 皮 病 、 
银 居 病 等 炎症 性 皮肤 病 时 表现 出 明显 的 疗效 2; 。 但 是 
二 甲 双 肽 能 否 用 于 治疗 LP， 报 道 鲜 见 。 本 研究 主要 观 
察 了 二 甲 双 肽 对 皮肤 角质 形成 细胞 的 增殖 和 凋 亡 的 调控 
作用 ， 并 探讨 其 分 子 机 制 ， 为 二 甲 双 肌 临床 上 用 于 治疗 
LP 提供 理论 依据 。 
1 资料 与 方法 
1.1 实验 时 间 

本 研究 具体 实验 时 间 为 2021 年 3 月 一 2023 年 12 月 。 
12 实验 对 象 

人 永生 化 角质 形成 细胞 株 HaCaT 购买 自 中 国 科 学 
完 细胞 库 ; 8 周 龄 BALB/c 小 鼠 购 买 自 北京 华 息 康生 物 
科技 股份 有 限 公 司 ， 实 验 动物 许可 证 号 : SCXK CAO) 
2019-0008。 本 研究 于 2021 年 3 月 获得 河北 工程 大 学 医 
学 院 生 物 医学 伦理 委员 会 批准 ( BER-YXY-2021023 ) 。 
13 实验 材料 

主要 试剂 : 脂 多 糖 (LPS) AZER (Met) 购买 
自 Sigma 公司 ，IMQ ILA C 丽 科 杰 ) 来 自 湖北 科 益 药 业 
股份 有 限 公 司 ， 细 胞 增殖 试剂 盒 (CCK-8 法 ) WX A 
MCE 公司 ，ELISA 和 Caspase-1 活性 检测 试剂 盒 购 买 自 
MSK 生物 公司 ， 流 式 凋 亡 检 测试 剂 盒 购买 BD 公司 ， 
NOD 样 受 体 蛋 白 3 (NLRP3 ) 、 半 胱 氮 酸 天 冬 氮 酸 蛋白 
酶 1 (Caspase-1) 、 白 介 素 ( 开 ) -1B , IL-18 和 甘油 
醋 -3- R a Ai (GAPDH ) 一 抗 购 买 自 Proteintech 
公司 。 

主要 仪器 : 多 功能 酶 标 仪 (Bio-Rad ) ， 流 式 细 
胞 仪 (BD FACSLyric ) ， 光 学 显微镜 ( 奥 林 巴 斯 ) ， 
Western Blot 成 像 系统 ( Odyssey@ XF ) ， 石蜡 切片 机 
(Leica ) 。 
1.4 实验 方法 
1.4.1 细胞 培养 与 分 组 : 人 永生 化 角质 形成 细胞 株 
HaCaT 培养 条 件 为 : WR Eagle's 高 糖 培养 基 (DMEM ) 
添加 10% 胎 牛 血清 、1% FERAE , 37 % ,5%CO，,。 
细胞 融合 度 达 80% 时 ， 进 行 传 代 ， 调 整 细胞 浓度 接种 
至 6 和 孔 板 或 96 孔 板 ， 按 要 求 进行 后 续 实 验 。 细 胞 随机 
分 为 4 组 ,依次 为 : 对 照 组 、 脂 多 糖 (LPS) 组 C5 pg 
mL) , ZPX. (Met ZH: 10 mmol/L) , LPS 与 二 甲 
XUI H (LPS+Met 组 : LPS 5 u g/mL 刺激 2 了 后， 
再 给 予 二 甲 双 肌 10 mmol/L 处 理 ) 。 每 组 3 RFL, ER 
3 次 实验 。 
14.2 CCK-8 法 检测 细胞 活性 : 细胞 以 1x10 7 / 4L 
接种 于 96 孔 板 ， 按 实验 要 求 给 予 不 同 刺 激 处 理 ， 每 
种 处 理 设 5 个 复 孔 ,培养 至 24h、48h、72h 后 ， 加 
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A CCK-8 试剂 10 pL/ 孔 ,再 培养 1 后， 酶 标 仪 测定 
450 nm 波长 的 吸光 度 (OD ) 值 。 细胞 存活 率 (%)=( 实 
验 组 平均 OD 值 -空白 组 平均 OD 值 )/ (对照 组 平均 
OD 值 - 空白 组 平均 OD 值 ) x 10"%。 实 验 重复 3 次 。 
1.4.3 Western Blot: 利用 蛋白 裂解 液 (RIPA) 提取 不 
同 处 理 组 HaCaT 细 胞 中 的 总 蛋白 ,蛋白 定量 试剂 盒 ( BCA 
法 ) 进行 蛋白 定量 ，40 ug 上 样 电泳 ， 转 移 至 聚 偏 二 氟 
乙烯 膜 (PVDF) , 5% 脱脂 牛奶 室温 封闭 1h， 一 抗 4 
"CREE UO. RRR (TBST) 漂洗 3 次 ，5 min/ 次 。 
二 抗 室 温 孵 育 1 h， 发 光 试 剂 盒 (ECL 法 ) 显影 定 影 ， 
GAPDH 作 内 参 。 

1.4 酶 联 免疫 吸附 实验 (ELISA) : HaCaT 细胞 以 
3x10' 个 mL 接种 于 6 孔 板 ， 分 别 加 入 磷酸 缓冲 液 
(PBS) 、LPS、Met、LPS+Met 联合 处 理 ，48 h 后， 收 
集 培 养 基 上 清 液 ，2000 rpm 离心 10 min， 留 取 上 清 液 ， 
按照 试剂 盒 说 明 书 操作 ， 检 测 细胞 培养 基 上 清 中 IL-1B 
MI IL-18 的 浓度 。 每 种 处 理 设 3 复 孔 ， 实 验 重 复 3 次 。 
1.4.5 流 式 细胞 术 分 析 细 胞 周期 和 凋 亡 : HaCaT 细胞 以 
3x10' 个 mml 接种 于 6 孔 板 过 夜 培养 后 ， 别 加 入 PBS, 
LPS、LPS、Met、LPS+Met 联合 人 处理 ,，48h 后 收集 细 
胞 ，PBS 漂洗 3 遍 ， 直 接 碘 化 两 啶 (PI ) 染色 ,或 加 入 
Annexin V-FITC 避 光 室温 孵育 15 min 后 ， 再 进行 流 式 
细胞 仪 检 测 ， 计 算 细胞 凋 亡 率 ， 或 处 于 GO/Gl. S. G2/ 
M 期 的 细胞 比例 。 每 种 处 理 设 3 复 孔 ， 重 复 3 次 。 
1.4.6 二 甲 双 肽 乳 襄 的 制备 ， 油 相 为 液体 石蜡 10 g, 
十 八 醇 、 硬 脂 酸 、 单 硬 脂 酸 甘 油 酯 、 尼 泊 金 乙 酯 各 5 g, 
加 热 至 75 *C ~80 CHJAMA; 水 相 为 甘油 10 g， 脂 肪 
醇 聚 氧 乙 烯 醚 1.5 g， 吐 温 1 g， 加 入 少量 葵 饮 水， 加 热 
至 75 C ~80 CHM; 加 入 0.6 g 二 甲 双 且 至 水 相 中 
充分 溶解 ， 将 水 相 缓慢 加 入 油 相 中 ， 搅 拌 混 匀 ， 加 蒸馏 
水 填充 至 100 g， 最 后 将 乳 膏 冷却 至 室温 ， 备 用 2) 。 
1.4.7” 味 嘲 莫 特 诱导 小 鼠 银 层 病 样 皮 炎 模 型 的 建立 : 由 
于 缺乏 LP 动物 模型 ， 为 了 观察 二 甲 双 肌 在 整体 水 平 对 
皮肤 炎症 性 疾病 的 影响 ， 本 研究 利用 咪 唆 莫 特 涂抹 小 鼠 
背部 皮肤 诱导 了 银 习 病 样 皮炎 模型 ， 并 制备 了 二 甲 双 
县 乳 膏 进行 治疗 。 将 BALB/e 小 鼠 随机 分 为 3 组 : 对 照 
组 ， 咪 唑 葛 特 组 (IMQ 组 ) RERI L E UK 
4H (IMQ+Met 组 ) ， 每 组 10 只 。 对 照 组 小 鼠 于 背 吝 
涂抹 凡士林 ，IMQ 组 小 鼠 于 背部 涂抹 咪唑 莫 特 软膏 ， 
IMQ+Met 组 小 鼠 于 背部 涂抹 IMQ 软膏 12 h 后 再 涂抹 二 
EGLE. RTRIBIES2 em x 2em, 1X /d, 连续 7d。 
1.4.8 石蜡 切片 与 苏 木 素 - 伊 红 (HE) 染色 : KER 
特 诱 导 小 鼠 银 导 病 样 皮 炎 8 d 后 处 死 小 鼠 ， 取 背部 皮肤 
固定 于 4% 多 聚 甲醛 中 48h， 脱 水 、 包 埋 、 切 片 、 水 化 、 
HE 染色 、 脱 水 透明 、 中 性 树胶 封 片 。 

15 ”统计 学 分 析 


“4 . 


采用 单 因素 方差 分 析 ， 组 间 两 两 比较 采用 LSD- 检验 。 
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采用 SPSS 26.0 统计 学 软件 进行 数据 分 析 。 本 研究 
计量 资料 符合 正 态 分 布 ， 以 (x+s ) 表示 ， 多 组 间 比 较 


以 P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
21 ZARIL HaCaT 细胞 增殖 和 凋 亡 的 影响 
2.1.1 CCK-8 实验 结果 显示 : 不 同 浓度 的 二 甲 双 肘 (1、 


2. 5, 10, 20 mmol/L) 对 HaCaT 细胞 的 增殖 均 有 抑制 
作用 ， 且 浓度 越 高 ， 抑 制作 用 越 明显 ， 药 物 浓度 与 处 理 
时 间 有 交互 作用 ， 各 浓度 细胞 存活 率 随 时 间 变 化 呈 下 降 
趋势 (网 1) 。 在 后 续 实验 中 ， 选 择 对 HaCaT 细胞 增殖 
抑制 明显 旦 毒性 相对 较 小 的 10 mmol/L 二 甲 双 肽 处 理 48 
h 作为 观察 点 进行 实验 。4 组 HaCaT 细胞 48 h 存活 率 比 
较 ， 差 异 有 统计 学 意义 (P<0.05 ) ; 其 中 LPS 组 、Met 
组 、LPS+Met 2H HaCaT 细胞 48h 存活 率 均 低 于 对 照 组 ， 
而 LPS+Met 组 HaCaT 细胞 48 h 存活 率 高 于 LPS 组 ， 差 
异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) ， 见 表 1。 

2.1.2” 流 式 细胞 术 结 果 显 示 : 4 组 HaCaT 细胞 48 h G2/ 
M 期 细胞 比例 比较 ， 差 异 有 统计 学 意义 (P<0.05 ) ; 其 
中 LPS 组 、Met 组 HaCaT 细胞 48 h G2/M 期 细胞 比例 均 
高 于 对 照 组 ， 而 LPS«Met 组 HaCaT 细胞 48 h G2/M 期 
细胞 比例 低 于 LPS 组 ， 差 异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) , 
见 表 2、 图 2A。4 组 HaCaT 细胞 48 h 细胞 凋 亡 比例 比 
较 ， 差 异 有 统计 学 意义 ( P<0.05) ; 其 中 LPS 组 、Met 
组 HaCaT 细胞 48 h 细胞 凋 亡 比 例 均 高 于 对 照 组 ， 而 
LPS+Met 组 HaCaT 细胞 48 h 细胞 凋 亡 比 例 低 于 LPS 组 ， 
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表 1 4 组 HaCaT 细胞 48h 存活 率 比 较 (x &s, 96) 
Table 1 Comparison of 48 h survival rate of HaCaT cells in 4 groups 
组 别 次 数 细胞 存活 率 
对 照 组 3 100.00 + 0.00 
LPS 组 3 62.42 + 621 
Met 组 3 68.66 + 3.40* 
LPS«Met 组 3 75.68 + 4.35^" 
F (i 243.284 
P fü «0.001 
ik: LPS- IE ZZ BS, Metz — HUGUIK; Met 组 与 LPSe-Met £H — H1 XX 


HE 10 mmoyL;“ 表 示 与 对 照 组 比较 P«0.05, " 表示 与 LPS 组 比较 
P«0.05, 


100 -—24h -e48h -e-72h 
90 
s 
— 80 
A 
m 70 
2 
& 60 
50 
012 5 10 20 
—HUSUI (mmol/L ) 
图 1 不 同 浓度 二 甲 双 且 对 HaCaT 细胞 增殖 的 抑制 作用 
Figure 1 Inhibitory effect of metformin at different concentrations on 


HaCaT cell proliferation 


差异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) ， 见 表 2、 图 2B. 
22. ZARAR HaCaT 细胞 NLRP3 炎症 小 体 通路 的 
影响 


Control 1600 Metformin 1600 LPS+Met 
1 200 
1200 120 
|. 900 
B e E $ so $ so 
E Z Z z 
300 400 400: 
A 0 30 60 90 120 0 30 60 90 120 150 0 30 60 90 120 150 0 30 60 90 120 150 
Channels ( FL2-A ) Channels ( FL2-A ) Channels ( FL2—A ) Channels ( FL2-A ) 
o 34.034 53.053 o 43.043 44.044 
Control Metformin LPS+Met 
0? 0 
E 10 R & 10 [9 
0! 0! 
0° 和 o? : 
10 10 10' 10 10 10' 10 10° 10° 10' 10° 10° 10° 
B Annexin V FITC Annexin V FITC Annexin V FITC Annexin V FITC 
ik: A 为 各 组 细胞 周期 图 ，B 为 各 组 细胞 凋 亡 图 ; Control 为 对 照 组 ，LPS 为 脂 多 糖 组 ，Metformin 2g — HUGUIKZH,. LPS+Met 为 脂 多 糖 与 二 甲 
双 肌 联合 组 ，Met 组 与 LPS+Met 组 二 甲 双 肽 均 为 10 mmol/L。 


图 2 4 组 HaCaT 细胞 48 h 流 式 细胞 术 结 果 
Figure2 48 h flow cytometry results of HaCaT cells in 4 groups 


(GP ane HER 


R2 4 组 HaCaT 4H Jf 48 h jii IN ZH JUR Ze R E E Cx 
+s, 06) 
Table 2 Comparison of 48 h flow cytometry results of HaCaT cells in 4 


groups 
组 别 次 数 ” ”G2/M 期 细胞 比例 细胞 凋 亡 比例 
对 照 组 3 9.50 + 1.31 1.26 € 0.15 
LPS 组 3 28.96 + 0.94" 16.91 + 1.00" 
Met 组 3 20.31 + 1.27 12.92 + 0.98" 
LPS«-Met 组 3 14.44 0.88" 7.47 + 1.61 
F fË 338.179 241.729 
P (fü «0.001 «0.001 
ik: LPS- IE Z BS, Meis SEIU; Met 组 与 LPS Met 组 二 甲 双 
肽 均 为 10 mmolL;“ 表 示 与 对 照 组 比较 P«0.05, ” x5 LPS 组 比较 
P«0.05, 
2.2.1 Western Blot 结果 显示 : 4 组 HaCaT 细胞 NLRP3 


蛋白 表达 比较 ， 差 异 无 统计 学 意义 (P>0.05 ) ; 4 组 
HaCaT 细 NLRP3 炎症 小 体 通路 Caspase-1 活性 亚 基 p40 
和 p20、IL-1B , IL-18 蛋白 表达 比较 ， 差 异 有 统计 
学 意义 (P<0.05) 。 其 中 LPS 组 、Met 组 HaCaT 细胞 
NLRP3 炎症 小 体 通路 Caspase-1 p40, Caspase-1 p20、 
IL-1B , IL-18 蛋白 表达 均 高 于 对 照 组 ， 而 LPS+Met 
组 HaCaT 细胞 NLRP3 炎症 小 体 通 路 Caspase-1 p40、 
Caspase-1 p20、IL-1B 、IL-18 和 蛋白 表达 低 于 LPS 组 ， 
差异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) ， 见 表 3、 图 3。 

2.2.2 FELISA 实验 结果 显示 : 4 组 HaCaT 细胞 NLRP3 
炎症 小 体 通 路 IL-1 pP. IL-18 水 平 、 Caspase-1 相对 活 
性 比较 ， 差 异 有 统计 学 意义 (P<0.05 ) 。 其 中 LPS 组 、 
Met 组 HaCaT 细胞 NLRP3 炎症 小 体 通 路 IL-1B 、IL-18 
JK, Caspase-1 相对 活性 均 高 于 对 照 组 ， 而 LPS+Met 
组 HaCaT 细胞 NLRP3 炎症 小 体 通路 IL-1B 、IL-18 水 
平 、Caspase-1 相对 活性 低 于 LPS 组 ， 差 异 有 统计 学 意 
X. CP«0.05) ， 见 表 4。 

2.3 二 甲 双 肌 对 咪 唆 莫 特 诱导 的 小 鼠 银 属 病 样 皮炎 的 
治疗 作用 

2.3.1 小 鼠 皮肤 外 观 表现 : 3 组 BALB/c 小 鼠 经 相应 药 
物 处 理 7d 后 ，IMQ 组 小 鼠 背 部 涂抹 区 出 现 轻 微 鳞 悄 和 
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部 分 红斑 ( 图 AB) , mi IMQ+Met 组 小 鼠 涂 抹 二 甲 双 肽 
后 可 以 改善 皮 损 的 严重 程度 (图 AC) 。 


NS &. 
S SS SV 
S jo N y^ 
c S i S 


Caspase-1 


GAPDH 


iE: Control 为 对 照 组 ，LPS 为 脂 多 糖 组 ，Metformin 2y — H XRH , 
LPS+Met 为 脂 多 糖 与 二 甲 双 肢 联合 组 ，Met 组 与 LPS+Met 组 二 甲 双 肌 
均 为 10 mmol/L; Caspase-1= 半 胱 氨 酸 天 冬 氨 酸 和 蛋白 酶 1，IL= 白介素 ， 
GAPDH- 甘油 醛 -3- 磷酸 脱 氨 酶 。 


图 3 二 甲 双 肽 调控 HaCaT 细胞 NLRP3 炎症 小 体 通路 蛋白 表达 的 
影响 


Figure3 Effects of metformin on the protein level of NLRP3 inflammasome 
pathway in HaCaT cells 


表 4 4 组 HaCaT 细胞 NLRP3 炎症 小 体 通路 蛋白 水 平 比较 Cx s) 
Table 4 Comparison of NLRP3 inflammasome pathway protein levels in 4 


groups of HaCaT cells 


AMO M Quy (gab) MAS 
对 照 组 3 12.69 + 2.02 7.21 € 2.95 1.00 + 0.00 
LPS 组 3 67.67 £8.57 36492518 4.25 + 0.53° 
Met 组 3 54.719€6.54 — 26.05 + 4.46" 2.97 + 0.36" 

LPS+Met 组 3 — 33.922575" 19012391" 1.841021" 

F fü 136.806 71.100 165.450 

P {Ë «0.001 «0.001 «0.001 


ik: LPS- 脂 多 糖 ，Met= PXU; Met 组 与 LPS+Met 2H — HX 
肽 均 为 10 mmoyL;“ 表 示 与 对 照 组 比较 P«0.05, " 表示 与 LPS 组 比较 
P«0.05, 


表 3 4 组 HaCaT 细胞 NLRP3 炎症 小 体 通路 蛋白 表达 比较 (v s) 
Table 3 Comparison of NLRP3 inflammasome pathway protein expression in 4 groups of HaCaT cells 


组 别 次 数 NLRP3 Caspase-1 p40 Caspase-1 p20 IL-16 IL-18 
对 照 组 3 1.00 + 0.00 1.00 + 0.00 1.00 + 0.00 1.00 + 0.00 1.00 + 0.00 
LPS 组 3 1.00 + 0.03 1.73 + 0.03* 1.78 + 0.04* 1.75 + 0.05* 1.50 + 0.05* 
Met 组 3 1.03 + 0.05 1.44 x 0.05* 1.61 + 0.04" 1.60 + 0.0" 1.58 + 0.04* 
LPS+Met 组 3 0.98 + 0.03 0.98 + 0.03 1.20 + 0.04^ 1.19 + 0.05" 1.03 + 0.04^ 
F fË 2.407 615.153 644.506 443.592 319.418 
P {È 0.265 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 
注 : Caspase-1= 半 胱 氨 酸 天 冬 氮 酸 蛋 白 酶 1，IL= 白介素 ; Met 组 与 LPS+Met 2H — HUGUJIGS 10 mmolL;“ 表 示 与 对 照 组 比较 P«0.05, "d 


示 与 LPS 组 比较 P<0.05。 
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2.3.2 皮肤 组 织 切 片 HE 染色 显示 : IMQ 组 表皮 明显 增 
厚 ， 伴 角 化 不 全 或 角 化 过 度 ， 棘 突 延 长 (图 5B) ， 基 
底层 细胞 增 厚 (图 SEE ) ， 炎 性 充血 明显 (图 5H); 而 
IMQ+Met 4/5 E& — P URR I] EJ] Sh pice UR EUNT 
皮肤 的 损害 (图 5C、5F、5T) 。 

2.3.3 ”免疫 组 化 结果 显示 : IMQ 组 小 鼠 皮 肤 中 NLRP3、 

Caspase-1、IL-1B 和 并 -18 旦 阳性 表达 ， 而 IMQ+Met 
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组 小 鼠 则 显著 降低 了 NLRP3、Caspase-1、IL-1B 和 
IL-18 的 表达 ， 见 图 6。 
3 讨论 

二 甲 双 肢 是 国内 外 内 分 泌 指 南 推荐 的 治疗 2 型 糖尿 
病 的 一 线 药物 ， 通 过 促进 外 周 组 织 对 葡萄 糖 的 摄取 和 利 
用 ,发挥 降 血糖 作用 。 除 了 降低 血糖 ， 二 甲 双 肽 还 能 够 
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ik: A 为 对 照 组 ，B 为 IMQ 组 ，C 为 IMQ+Met 组 。 


图 4 PEDRE EREA T AISE EERI REA 


Figure 4 Metformin improves the appearance of imiquimod-induced psoriatic dermatitis 


对 照 组 


HIE 染色 ( x 100) 


HIE 染色 ( x 400) 


HIE 染色 ( x 200) 


ik: HE= 苏 木 素 - 伊 红 。 


图 5 37H BALB/c 小 鼠 皮 肤 组 织 切片 HE 染色 结果 
Figure5 Results of HE staining in skin sections of 3 groups of BALB/c mice 


GP maneg 


对 照 组 


NLRP3 


Caspase-1 


IL-16 


IL-18 


IMQ 组 
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IMQ+Met 组 


6 二 甲 双 肘 对 银 眉 病 样 皮炎 小 鼠 NLRP3 炎症 通路 的 影响 ( x 200 ) 


Figure6 — Effect of metformin on NLRP3 inflammasome pathway in mice with psoriatic dermatitis 


抑制 核 因 子 KB CNF- x B) 通路 而 对 肿瘤 的 转移 和 侵 
秦 发 挥 抑 制作 用 '"* ; 能够 抑制 氧化 应 激 和 炎症 而 延 组 
细胞 老化 进程 “1 ; 而且， 来自 细胞 、 动 物 模型 和 临床 
试验 的 证 据 表明 ， 二 甲 双 肽 具有 抗 炎 特 性 ， 在 很 多 炎症 
驱动 的 疾病 治疗 中 表现 出 治疗 潜力 "1 ， 也 被 尝试 用 于 
治疗 多 种 炎症 性 皮肤 病 2 T 。 但 是 二 甲 双 肌 在 治疗 皮 
肤 慢性 炎症 性 疾病 LP 中 的 应 用 ， 报 道 较 少 ， 且 兽 有 案 
例 报道 二 甲 双 县 的 应 用 诱发 了 类 天 疱 疮 LPS PRG 
必要 深入 研究 二 甲 双 腺 的 抗 炎 效 应 能 否 用 于 治疗 LP。 
LP 的 组 织 病理 主要 表现 为 上 皮 角 化 过 度 或 不 全 、 
琼 层 增 厚 、 基 底细 胞 液化 变性 等 '“ 。 角 质 形 成 细胞 功 
能 异常 在 LP 的 发 病 中 发 挥 着 重要 作用 。 角 质 形成 细胞 


的 凋 亡 、 分 泌 的 细胞 因子 、 及 其 与 淋巴 细 胞 间 的 相互 
作用 均 参 与 了 LP 的 发 病 '" ，” ,是 LP 治疗 的 重要 靶 点 。 
有 研究 发 现 二 甲 双 肌 通过 抑制 雷 帕 霉 素 靶 蛋白 (mTOR ) 
通路 ， 以 浓度 和 时 间 依 赖 的 方式 抑制 人 角质 形成 细胞 
HaCaT 的 细胞 生长 和 增殖 ， 诱 导 细 胞 凋 亡 ， 抑 制 细胞 分 
泌 工 -6、 肿 瘤 坏 死因 子 a (TNF-a ) 等 细胞 因子 5 。 
在 紫外 线 B (UVB ) 诱导 皮肤 急性 光 损 伤 的 细胞 模型 中 ， 
二 甲 双 肽 能够 减轻 UVB 辐 后 HaCaT 细胞 产生 的 炎症 和 
细胞 凋 亡 '“" 。 二 甲 双 肌 还 能 通过 抑制 NLRP3 炎症 小 
体 通 路 降低 炎症 因子 的 释放 ， 有 望 成 为 治疗 化 脓 性 汗腺 
Ame UU, 

LPS 是 细菌 表面 抗原 物质 , 常 被 用 于 炎 性 损伤 模型 。 
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由 于 缺乏 LP 动物 模型 ， 本 研究 利用 LPS 刺激 HaCaT 细 
胞 构建 炎 性 模型 ， 模 拟 LP 的 炎症 病理 。 结 果 显 示 LPS 
抑制 HaCaT 细胞 增殖 、 促 进 凋 亡 、 促 进 炎 症 因子 释放 。 
与 LPS 的 效应 相似 ， 二 甲 双 肢 处 理 HaCaT 细胞 后 ， 抑 
制 细 胞 增殖 、 促 进 凋 亡 、 促 进 炎症 因子 释放 ， 且 该 效应 
随 二 甲 双 肌 浓度 增 大 而 增加 。 进 一 步 探索 潜在 的 分 子 机 
HEM, ZP XUR T HaCaT 细胞 的 NLRP3 炎症 小 
体 通路 ， 提 高 了 Caspase-1 的 活性 以 及 炎症 因子 IL-1B 
和 IL-18 KAW, HD HP XUKA HaCaT 细胞 ， 表 现 
出 了 致 火 作用。 但 是 在 以 LPS 刺激 HaCaT 细胞 使 其 臻 
炎 后 ， 再 加 以 二 甲 双 肽 处 理 ， 则 可 以 抑制 NLRP3 炎症 
小 体 通 路 ,减少 炎症 因子 IL-1g A IL-18 的 分 泌 ， 绥 
解 炎 症 对 细胞 增殖 和 凋 亡 的 影响 。 也 就 是 说 ， 在 体外 细 
胞 模型 中 ， 二 甲 双 有 可 以 通过 激活 或 抑制 NLRP3 炎症 
小 体 通路 ， 对 HaCaT 细胞 的 增殖 和 凋 亡 发 挥 双向 调节 
作用 。 
由 于 LP 目前 没有 动物 模型 ， 本 研究 试图 寻找 可 替 
代 的 动物 模型 。 有 多 篇 文献 曾 报 道 味 唆 莫 特 涂 抹 可 导 
致 患者 出 现 LP :231 ， 且 LP 和 银 居 病 存在 一 个 共同 的 
病理 变化 就 是 角质 形成 细胞 异常 增殖 ， 所 以 本 研究 采 
用 了 咪 嘲 莫 特 诱导 的 小 鼠 银 导 病 样 皮 炎 模 型 来 替代 LP 
模型 ， 从 动物 整体 水 平 上 观察 二 甲 双 肽 对 皮肤 炎症 的 
缓解 作用 。 结 果 显 示 ， 二 甲 双 肌 能 够 改善 咪 唆 莫 特 诱 
导 的 小 鼠 皮肤 损害 ， 减 轻 炎症 反应 ， 即 在 体内 动物 模 
型 中 ， 二 甲 双 肌 能 发 挥 抗 炎 效 应 ， 与 已 有 的 研究 结果 
相似 “2 ， 二 甲 双 肌 的 抗 炎 作 用 使 其 具有 治疗 皮肤 炎症 
性 疾病 的 潜力 。 


4 小 结 


综 上 所 述 ， 本 研究 证 明 二 甲 双 肽 可 激活 或 抑制 
NLRP3 炎症 小 体 通 路 ， 双 向 调节 HaCaT 细胞 的 增殖 和 
HT, XTE HI HaCaT 细胞 ， 二 甲 双 肽 通过 抑制 
NLRP3 炎症 小 体 活性 ， 可 缓解 炎症 对 其 增殖 和 调 亡 的 
影响 。 我 们 的 研究 丰富 了 二 甲 双 且 发 挥 抗 炎 作 用 的 分 子 
贰 点 和 信号 通路 ， 加 深 了 对 二 甲 双 肽 发 挥 有 益生 物 学 效 
应 的 分 子 机 制 的 理解 ， 为 开发 基于 分 子 机 制 的 治疗 LP 
的 药物 提供 了 理论 基础 ， 临 床上 或 可 利用 这 一 特性 ， 将 
二 甲 双 且 应 用 于 治疗 LP 等 皮肤 炎症 性 疾病 。 当 然 ， 由 
于 缺乏 理想 的 动物 模型 ， 我 们 的 研究 也 存在 局 限 性 ， 咪 
座 莫 特 诱 导 的 小 鼠 银 习 病 样 皮炎 模型 并 不 能 充分 模拟 
LP 皮炎 模型 ， 未 来 我 们 将 在 临床 患者 中 观察 二 甲 双 股 
对 LP 的 疗效 ， 以 弥补 研究 不 足 之 处 。 
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